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論文内容要旨
 【目的】
 モノクローナル抗体産生クロンを用いて,自己抗体活性を規定する免疫グロブリンVH遺伝子
 に関する研究が精力的に行われ,自己抗体の起源との関連で追求されている。しかし,これらは
 個々の自己抗体産生クロンを用いての研究であるので,invivoでの自己抗体の発現を特徴とす
 る自己免疫疾患におけるVH遺伝子発現様式は不明であった。本研究ではヒトB細胞でのVH
 遺伝子検出のためのInsi七uhybridization(ISH)法を確立した。そして,これを用いて,代表
 的自己免疫病である全身性エリテマトーデス(SLE)の末梢血における分化早期のB細胞での
 VH遺伝子レパートリーを検討することにより,自己抗体発現機序の理解に貢献しうるか追求し
 た。
 匿方法及び成績】
 正常人及びSLE例の末梢血単核球をEBウイルスで感染し,2～3週後のトランスフォーム
 細胞を用いた。ランダムプライマー法により塑で標識したヒトVH1～6遺伝子ファミリープ
 ローブと,各細胞よりグアニジウムで抽出したtoむalRNAにおいてNGrthemblo七或いはDot
 blothybridizationを行なった。その結果,SLE由来mRNAは正常人由来mRNAよりも,VH
 4遺伝子プローブと強く反応することを認めた。しかし,これが個々のB細胞レベルでのクロ
 ンの増大によるものか,特定のクロンでの免疫グロブリン重鎖mRNAの発現量の増加を反映す
 るものかは明らかでない。そこで個々の細胞レベルでのVH遺伝子発現状況を把握する事を目的
 として,ISH法を確立し,これによる検索を試みた。まず,VH1～6の棺標識RNAプローブ
 を用いてヒトモノクロナル抗体産生クロンにおけるVH遺伝子ファミリーを同定する条件の検索
 を行なった。反応温度,反応液,内容等の検討より,各クロン(7F4,T/G59,NE-1ら)が用
 いているVH遺伝子ファミリーと特異的に反応しうることを確認した。これに基づき,各例より
 得たEBVトランスフォームB細胞でアンチセンス及びセンスプローブを用いてISHを行ない,
 各遺伝子ファミリーの検出を行なった。陽性細胞の銀粒子数は,バックグランドの10倍以上で
 あり,又,クロスハイブリダイゼーション法により,特異性を確認した。その結果,VH1,
 VH2,VH3,VH5遺伝子ファミリーの頻度に関しては,正常人,SLE共に同じ頻度を示した。
 が,SLE例ではVH4及びVH6遺伝子を使用するB細胞が正常人のそれに比し有意に多いこと
 が判明した。
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 匿結論及び考察薗
 本研究では,B細胞としてEBVトランスフォーム細胞を用いた。EBVのターゲットは比較的
 早期の分化段階に属する静止期B細胞レベルであるとされている。本研究では,これらの細胞
 で使用されるV遺伝子をノザンブロット,ドットプロット更にISHにより解析し,その結果
 SLEでは抗原刺激前のB細胞におけるVH遺伝子レパートリーに偏りがあることを示した。す
 なわち,胚細胞遺伝子ファミリーの分布より推定されるB細胞でVH遺伝子ファミリー発現頻
 度(正常人B細胞では,それにほぼ一致する)に比して,VH4及びVH6遺伝子ファミリーを
 使用するクロンの増大が存在することが判明した・この様なSLEのVH遺伝子発現状態は,胎
 生期におけるB細胞V遺伝子ファミリーのそれと似ている。胎生期のB細胞より得られたクロ
 ンの多くは自己抗体活性を有する抗体を産生することが報告されている。更に,SLEにおいて選
 択的に増大しているVH4及びVH6遺伝子ファミリーに属するクロンの多くは,自己抗体産生
 細胞である事が報告されている。これらの成績より,SLEでは,自己抗体発現に関連したクロ
 ンが,分化の比較的早い段階より多数存在し,これが多彩な自己抗体発現を主体とする本疾患の
 基盤となることが推定される。この早期の自己抗体関連クロンの選択的な増大を導く機転の検索
 が自己抗体発現機序の解明に資すると考えられた。
 匿結語】
 1.SLEではEBV感受性細胞において,VH4,VH6遺伝子を使用するクロンが有意に多かっ
 た。
 2.抗原刺激前のSLE静止期B細胞レパートリーでは自己抗体産生に密接な関連のあるVH遺
 伝子を有するクロンの選択的な増加が推定される。
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 審査結果の要旨
 自己抗体は免疫病の病態形成を担うので,その出現機序を追求することは,免疫病の病因解明
 に寄与し,更に診断,治療法の開発に発展しうる。自己抗体活性は,免疫グロブリン超可変部
 (V)遺伝子により規定されることから,V遺伝子の研究により,自己免疫疾患例に特有の遺伝
 子が存在しうるのか(先天的な因子が作用するのか),後天的因子等よりB細胞の分化異常が誘
 導(V遺伝子が変化し),自己抗体が出現するのか等の情報が与えられうる。
 これまでの自己抗体遺伝子の研究は,ハイブリドーマ等のクロンを用いて行われてきた。しか
 し,生体内には起源の異なる膨大な数のクロンが存在しているので,数少ないクロンでの研究成
 果が生体内の自己免疫発現を説明しうるか疑問でもある。
 本研究は,代表的自己免疫病である全身性エリテマトーデス(SLE)の末梢血より採取した
 Bリンパ球細胞を用い,VH遺伝子レパートリーを検討することにより,SLEの発現機序を検索
 したものである。
 本研究では,相同性が高いので識別が困難とされる各VH遺伝子ファミリーを的確に検出する
 ために再現性の良いInsituhybridization法を確立して用いた。その結果,SLEでは抗原刺激
 前のB細胞におけるVH遺伝子レパートリーに偏りがあることが明らかにされた。すなわち,
 胚細胞遺伝子ファミリーの分布より推定されるB細胞でVH遺伝子ファミリー発現頻度に比し
 て,VH4及びVH6遺伝子ファミリーを使用するクロンの増大が存在することが判明した。この
 様なSLEのVH遺伝子発現状態は,胎生期におけるB細胞V遺伝子ファミリーのそれと似てい
 る。胎生期のB細胞より得られたクロンの多くは自己抗体活性を有する抗体を産生することが
 報告されている。更に,SLEにおいて選択的に増大しているVH4及びVH6遺伝子ファミリー
 に属するクロンの多くは,自己抗体産生細胞である事が報告されている。これらの成績より,
 SLEでは,自己抗体発現に関連したクロンが,分化の比較的早い段階より多数存在し,これが
 多彩な自己抗体発現を主体とする本疾患の基盤となることが推定される。これは新知見であり,
 学位授与に価するものである。
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